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RAN 4105/125 



10 TNF-bindende Proteins 



15 Tumor Nekrosis Faktor a (TNFa, auch Cachectin), auf 

Grund seiner haemorragisch-nekrotisierenden Wirkung auf 
bestimrate Tumoren entdeckt, und Lymphotoxin (TNFfl) sind zwei 
aah verwandte Peptidf aktoren [3] aus der Klasse der 
Lymphokine/Cytokine, die im folgenden beide als TNF 

20 be2eichnet werden [siehe Uebersichtsarbeiten 2 und 3]. TNF 
verfttgt tiber ein breites zelluUres Wirkungsspektrum. 
Beispielsweise besitzt TNF inhibierende oder cytotoxische 
Wirkung auf eine Reihe von Tumorzell-Linien [2,3], 
stimuliert die Proliferation von Fibroblasten und die 

25 phagozytierende/cytotoxische AktivitMt von myeloischen 
Zellen [4,5,6], induziert Adhasionsmolekttle in 
Endothelzellen oder ttbt eine inhibierende Wirkung auf 
Endothel aus [7,8,9,10], inhibiert die Synthese von 
spezifischen Enzymen in Adipozyten [11] und induziert die 

30 Expression von Histokorapatibilitatsantigenen [12]. Manche 
dieser TNF-Wirkungen werden Uber eine induktion von anderen 
Faktoren oder durch synergist ische Effekte mit anderen 
Faktoren, wie beispielsweise Interferonen oder Inter leukinen 
erzielt [13-16]. 



35 
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TNF ist bei einer Reihe von pathologischen Zustanden, 
beispielsweise Schockzustanden bei Meningococcen-Sepsis 
[17], bei dec Entwicklung von Autoimmun-Glomerulonephritis 
bei MMusen [18] Oder bei cerebcaler Malaria bei MSusen [19] 

5 und beim Menschen [41J involviert. Ganz allgemein scheinen 
die toxischen Wirkungen von Endotoxin durch TNF vermittelt 
zu sein [20]. Weiterhin kann TNF wie Inter leukin-l Fieber 
ausldeen [39]. Auf Grund der pleiotropen f unktionellen 
Eigenschaf ten von TNF kann man annehmen, dass TNF in 

10 Wechselwirkung mit anderen Cytokinen bei einec ganzen Heihe 
veiterer pathologischer ZustSnde als Mediator von 
Immunantwort , Entztindung Oder anderen Prozeseen beteiligt 
ist. 

15 Diese biologischen Effekte werden durch TNF liber 

spezifische Rezeptoren vermittelt, wobei nach heutigem 
Wissensstand sowohl TNFa wie TNF8 an die gleichen 
Rezeptoren binden [21]. Verschiedene Zelltypen unterscheiden 
sich in der Anzahl von TNF-Rezeptoren [22,23,24]. Solche 

20 ganz allgemein gesprochen TNF-bindenden Proteine (TNF-BP) 
wurden durch kovalente Bindung an radioaktiv raarkiertes TNF 
nachgewiesen [24-29J, wobei die folgenden scheinbaren 
Molekulargewichte der erhaltenen TNF/TNF-BP-Komplexe 
ermittelt wurden: 95/100 kD und 75 kD [24] , 95 kD und 75 kD 

25 [25J, 138 kD, 90 kD, 75 kD und 54 kD [26], 100±5 kD [27], 
97 kD und 70 kD [28] und 145 kD [29]. Mittels 
ant i -TNF-Ant i k5r per- Immunoaf finite tschromatograph ie und 
prSparativer SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) 
konnte ein solcher TNF/TNF-BP-Komplex isoliert werden [27]. 

30 Die reduktive spaltung dieses Komplexes und anschliessende 
SDS-PAGE-Ana lyse ergab mehrere Banden, die allerdings nicht 
auf TNF-BindeaktivitMt getestet wurden. Da die spezifischen 
Bedingungen, die zu der Spaltung des Komplexes verwendet 
werden mllssen, zur Inaktivierung des Bindeproteins fUhren 

35 [31], ist letzteres auch nicht mdglich gewesen. Die 

Anreicherung von 15slichen TNF-BP aus dent humanen Serum oder 
Urin mittels Ionenaustauscher-Chromatographie und 
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Gelf iltration (Molekulargewichte im Bereich von 50 kD) wurde 
von Olssen et al. beschrieben [30]. 

Brockhaue et al. [32] erhielten durch 

5 TNFa-Ligandenaf f initatschromatographie und HPLC aus 
Membranextrakten von HL60-Zellen eine angereicherte 
TNF-BF-Praparation, die wiederum als AntigenprSparation zur 
Herstellung von monoklonalen AntikSrpern gegen TNF-BP 
verwendet wurde. Unter Verwendung eines aolchen 

10 immobilisierten Antik5rpers ( Immunaf f initatschromatogra- 
phie) wurde mittels TNFa-Ligandenaf f initats- 
chromatographie und HPLC von Loetscher und Brockhaus [31] 
aus einem Membranextrakt von humaner Placenta eine 
angereicherte Praparation von TNF-BP erhalten, die in der 

15 SDS-PAGE-Analyse eine starke breite Bande bei 35 kD. eine 
schwache Bande bei etwa 40 kD und eine sehr schwache Bande 
im Bereich zwischen 55 kD und 60 kD ergab. Im Ubrigen zeigte 
das Gel im Bereich von 33 kD bis 40 kD einen 
Proteinhintergrundschmier. Die Bedeutung der so erhaltenen 

20 Proteinbanden war jedo.ch im Hinblick auf die Heterogenitat 
des verwendeten Ausgangsmater ials (Placenta-Gewebe; 
vereinigtes Material aus mehreren Placenten) nicht klar. 

Gegenstand der voriiegenden Erfindung sind nichtlosliche 
25 Proteine und ldsliche oder nichtlosliche Fragmente davon, 
die TNF binden (TNF-BP) f in homogerier Form, sowie deren 
physiologisch vertragliche Salze. Bevorzugt sind solche 
Proteine, die gemass SDS-PAGE unter nicht reduziecenden 
Bedingungen durch scheinbare Molekulargewichte von etwa 55 
30 kD, 51 kD, 38 kD, 36 kD und 34 kD bzw. 75 kD und 65 kD 

charakterisiert sind, insbesonders solche mit. etwa 55 kD und 
75 kD. Weiterhin bevorzugt sind solche Proteine, die durch 
wenigstens eine der beiden Aminosaureteilsequenzen 
gekennzeichnet sind: 
35 * - ~ ■ - - - • - 

Leu-Val-Pro-His-Leu-Gly-Asp-Arg-Glu-Lys-Arg-Asp-Ser-Val- 
Cys-Pro-Gln-Gly-Lys-Tyr-Ile-His-Pro-Gln-X-Asn-Ser-Ile 



(I) 
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Leu-Pro-Ala-Gln-Val-Ala-Phe-X-Pro-Tyr-Ala-Pro-Glu-Pro- 
Gly 

(II) 

5 wobei X ftir einen AminosSurerest steht, der nicht 

eindeutig bestimmt werden konnte. 

Im Stand der Technik sind bereits TNF-BP durch eine 
N-terminale Teilsequenz charakterisiert wocden [Europaische 

10 Patentanmeldung mit dec Publikations-Nr . 308 378], wobei 
sich diese Sequenz von der erf indungsgemMssen N-terminalen 
Teilsequenz gemSss Formel (I) unterscheidet . Im tibrigen 
handelt es sich aber bei den im Stand dec Technik 
beschriebenen TNF-Bindeproteinen urn aus dem Urin isolierte, 

15 Ideliche, d.h. nicht membrangebundene, TNF-BP und nicht um 
membrangebundene. d.h. unlSsliche, TNF-BP. 

Gegenstand der vorliegenden Anmeldung sind auch 
Verfahren zur Isolierung dec erf indungsgemMssen TNF-BP. 

20 Diese Verfahren sind dadurch charakter isiert , dass man im 
wesentlichen die folgenden Reinigungsschritte nacheinander 
ausftihrt: Herstellung eines Zell- oder Gewebeextraktes, 
Immunaf f initatschromatographie und/oder ein- oder mehcfache 
Ligandenaf f initatschromatographie, hochauf ldsende 

25 Fltlssigkeitschromatographie (HPLC) und preparative 
SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE). Die 
Kombination der aus dem Stand der Technik bekannten 
einzelnen Reinigungsschritte ist fUr den Erfolg des 
erf indungsgemMssen Verfahrens essentiell, wobei einzelne 

30 Schritte im Rahraen der zu Idsenden Aufgabe modif iziert/ 

verbessert wurden. So vurde beispielsweise der ursprtinglich 
ftir die Anreicherung von TNF-BP aus humaner Placenta [31] 
verwendete kombinier te Immunaf f initatschroma tographie/ 
TNFct-Ligandenaf finite tschr oma tographie-Schr i tt dadurch 

35 abgeSndert, dass eine BSA-Sepharose 4B-Vorsaule vecwendet 
wurde. Diese VorsSule wurde 2um Auftrag des Zell- oder 
Membranextraktes in Reihe mit der Immunaf f initStssaule und 

gefolgt von der Ligandenaf f initMtssMule geschaltet. Nach 
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Aufttag des Extraktes vurden die beiden zuletztgenannten 
SMulen abgekoppelt, jede ftir sich eluiert und die 
TNF-BP-aktiven Fraktionen wurden nochmale liber eine 
Ligandenaf f initatssaule gereinigt. Erf indungswesent lich fUr 
5 die DurchfUhrung des Um*ehrphasen-HPLC-Schr ittes ist die 
Verwendung eines Detergens-haltigen Lflsungsraittelgeraisches . 

Gegenstand der vorliegenden Erfindung sind auch 
pharmazeutische Fraparate, die wenigstens eines dieser 
10 TNF-BP Oder Fragmente davon, gewlinschtenf alls in Vecbindung 
mit weiteren pharmazeutisch wirksamen Substanzen und/oder 
nicht-toxischen. inerten, therapeutisch vertrSglichen 
TrSgerraaterialien enthalten. 

15 pie vorliegende Erfindung betrifft schliesslich die 

verwendung solcher TNF-BP einerseits zur Herstellung 
pharmazeutischer PrSparate bzw. andererseits zur Behandlung 
von Krankheiten, bevorzugt solchen, in deren Verlauf TNF 
involviert ist, 

20 

Ausgansmater ial ftir die er f indungsgemMssen TNF-BP sind 
ganz allgemein zellen, die solche TNF-BP in 
membrangebundener Form enthalten und die dem Fachmann ohne 
•BeschcMnkungen allgemein zugSnglich sind, wie beispielsweise 

25 HL60- [ATCC Nr. CCL 240], U 937- [ATCC Nc . CRL 1593 J, 

SW 480- [ATCC Nr. CCL 228] und HEp2-Zellen [ATCC Nr. CCL 
23]. DieBe Zellen kdnnen nach bekannten Methoden des Standes 
der Technik kultiviert werden [40]. TNF-BP k5nnen dann nach 
bekannten Methoden des Standes der Technik mittels 

30 geeigneter Detergenzien, beispielsweise Triton X-114, I-O-n- 
Octyl-B-D-glucopyranosid (Octyiglucosid) , oder 3- [ ( 3-Cholyl- 
amidopropyl)-dimethylammonio]-l-propan sulfonat (CHAPS), im 
besonderen mittels Triton X-1O0, aus den aus dem Medium 
abzentrif ugierten und gewaschenen Zellen extrahiert werden. 

35 Zum Nachweis solcher TNF-BP kSnneri die UblicRerweise' 

verwendeten Nachweismethoden fUr TNF-BP, beispielsweise eine 
Polyethylenglykol-induzierte FSliung des I25 l-TNF/TNF-BP- 




Komplexes [27], im besonderen Filterbindungstests mit 
radioaktiv raarkiertem TNF gemSss Beispiel 1, verwendet 
werden. Zur Gewinnung der erfindungsgemassen TNF -BP kSnnen 
die generell zur Reinigung von Proteinen, insbesondere von 

5 Membranproteinen, verwendeten Methoden des Standes der 

Technik, wie beispielsweise lonenaustausch-Chromatographie, 
Gelf iltration, Af finitatschromatographie, HPLC und SDS-PAGE 
verwendet werden. Besonders bevorzugte Methoden zur 
Herstellung erf indungsgemasser TNF -BP sind 

10 Af f initMtschromatographie, insbesondere mit TNF -a als 
Liganden und immunaff initatschromatographie, HPLC und 
SDS-PAGE. Die Elution von mittels SDS-PAGE auf getrennten 
TNF-BP Banden kann nach bekannten Methoden der Proteinchemie 
erfolgen, beispielsweise mittels Elektroelut ion nach 

15 Hunkapiller et al. [34], wobei nach heutigem Stand des 

Wissens die dort angegebenen Elektro-Dialysezeiten generell 
zu verdoppeln sind. Danach noah verbleibende Spuren von SDS 
kQnnen dann gemSss Bosserhoff et al. [SO] entfernt werden. 

20 Die so gereinigten TNF-BP kdnnen mittels der im Stand 

der Technik bekannten Methoden der Peptidchemie, wie 
beispielsweise N-terminale ArainosSuresequenzierung oder 
enzymatische wie chemische Peptidspaltung charakter isiert 
werden. Durch enzymatische oder chemische Spaltung erhaltene 

25 Fragmente k5nnen nach gSngigen Methoden, wie beispielsweise 
HPLC, aufgetrennt und selbst wieder N-terminal sequenziert 
werden. Solche Fragmente, die selbst noch TNF binden, kdnnen 
mittels der obengenannten Nachweismethoden ftir TNF-BP 
identif iziert werden und sind ebenfalls Gegenstand der 

30 vorliegenden Erfindung. 

Ausgehend von der so erhaitlichen 
Aminos3uresequenzinf orraation kfinnen unter Beachtung der 
Degeneration des genetischen Codes nach im Stand der Technik 
35 bekannten Methoden geeignete Oligonukleotide hergestellt 
werden [51]. Mittels dieser kSnnen dann wiederum nach 
bekannten Methoden der Molekularbiologie [42,43] cDNA- Oder 
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genomische DNA-Banken nach Klonen, die fttr TNF-BP kodierende 
Nukleinsaucesequenzen enthalten, abgesucht wecden, 
DNA-Sttlcke solchec Sequenzen kdnnen dann wiedecum nach 
bekannten Methoden sequenziect odec in geeigneten 

5 Expressionsvektoren zuc Expression in dazu passenden 

Wictszellen gebracht werden. Die so erhaltenen TNF-BP kdnnen 
dann nach gangigen Methoden des Standes dec Technik aus den 
Wictszellen selbst isoliect werden. Aussecdem kdnnen raittels 
dec Polymerase-Kettenreaktion (PCR) [49] cDNA-Fragmente 

10 kloniert wecden, indem von zwei auseinandecliegenden, 
relativ kuczen Abschnitten dec AminosMuresequenz unter 
Beachtung des genetischen Codes vollstandig degeneciecte und 
in ihrer Komplementaci tat geeignete Oligonucleotide als 
"Pcimer" eingesetzt wecden, woducch das zwischen diesen 

•15 beiden Sequenzen liegende Fragment identif iziect und 

amplifiziect wird. Die Bestiramung dec Basensequenz eines 
deractigen Fcagmentes ecmdglicht eine unabhangige Bestiramung 
dec Aminosaure-Sequenz des Pcoteinf ragments fttr das es 
kodiect . 

20 

Die ecf indungsgemass echaltenen TNF-BP k5nnen auch als 
Antigene 2uc Eczeugung von poly- und monoklonalen 
Antikdrpecn nach bekannten Methoden dec Technik [44,45] Oder 
geraass dem in Beispiel 3 beschciebenen Vecfahren verwendet 
25 werden. Solche Antik6rper # insbesondere monoklonale 

Antikdrper gegen die 75 kD-TNF-BP-Spezies, sind ebenfalls 
Gegenstand dec vor liegenden Erfindung. 

Auf Grund der hohen Bindungsaf f ini tat erf indungsgemasser 
30 TNF-BP far TNF (K d ~Wecte urn 10 -10 M) kcinnen diese Oder 
Fragraente davon als Diagnostika zum Nachweis von TNF in 
Serum oder anderen Kdrpecf Itlssigkeiten nach im Stand der 
Technik bekannten Methoden, beispielsweise in 
Festphasenbindungstests odec in Vecbindung mit Ant i-TNF-BP- 
'35"* An t'i'ka r pla r h~^^^ e ingeset z t " 

werden. 
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Im librigen konnen erf indungsgemMsse TNF-BP einerseits 
zur Reinigung von TNF und andererseits zum Auff inden von 
TNF-Agonisten bo wie TNF-Antagonisten nach im Stand der 
Technik bekannten Verfahren verwendet werden. 

5 

Die erf indungsgeraSssen TNF-BP sowie deren physiologisch 
vertrMgliche Salze kcJnnen auch zur Herstellung von 
pharmazeutischen Prilparaten, vor allera solchen zur 
Behandlung von Krankheiten, bei deren Verlauf TNF involviert 

to ist, verwendet werden. Dazu kann eine oder mehrere der 
genannten Verbindungen, falls wlinschenswert bzw. 
erforderlich in Verbindung mit anderen pharmazeutisch 
aktiven Substanzen, mit den ttblicherweise verwendeten festen 
Oder flUssigen TrMgermater ialien in bekannter Weise 

15 verarbeitet werden. Die Dosierung solcher PrSparate kann 

unter Bertlcksichtigung der Ublichen Kriterien in Analogie zu 
bereits verwendeten PrSparaten ahnlicher Aktivitat und 
Struktur erfolgen. 

20 Nachdem die Erfindung vorstehend allgemein beschrieben 

worden ist, sollen die folgenden Beispiele Einzelheiten der 
Erfindung veranschaulichen, ohne dass diese dadurch in 
irgendeiner Weise eingeschrMnkt wird. 

25 Beispiel 1 

Nachweis von TNF-bindenden Proteinen 

Die TNF-BP wurden in einem Filtertest mit humanem 
125 

30 radio jodiertem I -TNF nachgewiesen. TNF (46,47) wurde 
125 

mit Na I (IMS40, Amersham, Amersham. England) und 
Iodo-Gen (1*28600, Pierce Eurochemie, Oud-Bei jer land . 
Niederlande) nach Fraker und Speck [48] radioaktiv makiert. 
Zum Nachweis der TNF-BP wurden isolierte Membranen der 
35 Zeilen oder ihre solubilisier ten, angereicherten und 
gereinigten Fraktionen auf angef euchtete 
Nitrocellulose-Filter (0.45 u, BioRad, Richmond, 
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California, USA) aufgetragen. Die Filter wurdea dann in 
Pufferldsung mit 1% entfettetem Milchpulver blockiert und 

5 125 

anschliessend mit 5»10 cpm/ml i-TNFa 
8 

(0.3-1.0*10 cpm/ug) in zwei AnsStzen mit und ohne 

5 Beigabe von 5ug/ml nicht-markiertem TNFa inkubiert, 

gewaechen und luf tgetrocknet . Die gebundene Radioakt ivitat 

wurde autoradiographisch seraiquantitativ nachgewiesen Oder 

in einem y-Counter gezMhlt. Die spezifische 
125 

I-TNF-Bindung wurde nach Korrektur fQr unspezif ische 
10 Bindung in Anwesenheit von unmarkiertem tnf im Ueberschuss 
ermittelt. Die spezifische TNF-Bindung im Filtertest wurde 
bei verschiedenen TNF-Konzentrat ionen gemessen und nach 

Scatchard analysiert [33], wobei ein K,-Wert von 

-9 -10 d 
~10 -10 M ermittelt wurde. 

15 

Beispiel 2 
Zellextrakte von HL-60-Zellen 

20 HL60 Zellen [ ATCC-Nr . CCL 240J wurden in einem RPMI 

1640-Medium [GIBCO-Ka talog Nr. 074-01800], das noch 2 g/ 1 
NaHC0 3 und 5% fotales KSlberserum enthieit in einer 
5%-igen CO^-Atraosphare kultiviert, zentr if ugiert und mit 
isotonem Phosphatpuf f er (PBS; 0.2 g/1 KC1, 0.2 g/1 

25 KH 2 P0 4 , 8.0 g/1 NaCl, 2.16 g/1 Na 2 HP0 4 • 7H 2 0) , 

der mit 5% Diraethylf ormamid, 10 raM Benzamidin, 100 E/ml 
Aprotinin, 10 yM Leupeptin, 1 uM Pepstatin, 1 raM 
o-Phenanthrolin. 5 mM Jodacetamid, 1 mM 

Phenylmethylsulf onylf luorid versetzt war ( im folgenden als 
30 PBS-M bezeichnet), gewaschen. Die gewaschenen Zellen wurden 

Q 

bei einer Dichte von 2.5»10 Zellen/ml in PBS-M mit 
Triton X-100 (Endkonzentration 1.0%) extrahiert. Der 
Zellextrakt wurde durch Zentr if ugation gekiart (15'000 x g, 
1 Stunde; lOO'OOO x g, 1 Stunde). 
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Beispiel 3 

Herstellung von monoklonalen (TNF-BP) -Antikflrpern 

5 Der gem3ss Beispiel 2 erhaltene Zentrif ugationstiberstand 

wurde im VerhSltnis i:io mit PBS verdlinnt. Der verdtinnte 
Ueberstand wurde bei 4°C auf eine SSule aufgetragen 
(Flussrate: 0.2 ml/rain.), die 2 ml Affigel 10 enthielt (Bio 
Rad Katalog Nr. 153-6099) an das 20 rag rekombinantes humanes 

!0 TNF-ct [Pennica, D. et al. (1984) Nature 312, 724; Shirai, 
T. et al. (1985) Nature 313 . 803; Wang, a.m. et al. (1985) 
Science 228 . 149] gemass den Empfehlungen des Herstellers 
gekoppelt worden war. Die saule wurde bei 4°C und einer 
Durchf lussrate von 1 ml/rain zuerst mit 20 ml PBS, das 0.1% 

15 Triton X 114 enthielt und danach mit 20 ml PBS gewaschen. So 
angereichertes TNF-BP wurde bei 22°C und einer Flussrate von 
2 ml/min mit 4 ml 100 mM Glycin, pH 2.8, 0.1% Decylmaltosid 
eluiert. Das Eluat wurde in einer Centricon 30 Einheit 
[AmiconJ auf 10 ul konzentr ier t . 

20 

10 ul dieses Eluates wurden mit 20 ul vollstSndigem 
Freundschen Adjuvans gemischt. 10 ul der Emulsion wurden 
gemSss dem von Hoiradahl, R. et al. [(1985), J. Immunol. 
Methods 8_3, 379 J beschr iebenen Verfahren an den Tagen 0, 7 
25 und 12 in eine hintere Fusspfote einer narkotisierten 
Balb/c-Maus injiziert. 

Am Tag 14 wurde die immunisierte Maus gettttet und der 
popliteale Lymphknoten herausgenommen, zerkleinert und in 
30 Iscove's Medium ( I MEM, GIBCO Katalog Nr. 074-2200), das 
2 g/1 NaHC0 3 enthielt, durch wiederholtes Pipettieren 
suspendiert. GeraMes einem modif izier ten Verfahren von De 

St.Groth und Scheidegger [J. Immunol. Methods (1980), 3j>, 1J 

7 7 
wurden 5x10 Zellen des Lymphknotens mit 5x10 PAI Maus- 

35 Myelomazellen (J.W. Stocker et al.. Research Disclosure, 

217, Mai 1982, 155-157), die sich in logar ithmischem 

Wachstum befanden, fusioniert. Die Zellen wurden gemischt. 
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dutch zentrif ugation gesammelt und durch leichtes Schtltteln 
in 2 ml 50% (v/v) Polyethylenglycol in I MEM bei 
Raumtemperatur resuspendiert und durch langsame Zugabe von 
10 ml IMEM wMhrend 10 Minuten vocsichtigen Schttttelns 

5 verdtinnt. Die Zellen wurden durch Zentrif ugation gesammelt 
und in 200 ml vollstandigem Medium [ IMEM + 20% fotales 
KSlberserum, Glutamin (2.0 mM), 2-Mercaptoethanol 
(100 uM), 100 uM Hypoxanthine, 0.4 uM Aminopterine und 
16 uM Thymidine .(HAT) J resuspendiect. Die Suspension wurde 

10 auf io Gewebekulturschalen, die jeweils 96 Vertiefungen 
enthielten, verteilt und ohne Wechsel des Mediums bei 37°C 
in einer Atmosphere von 5% CO^ und einer Luf tf euchtigkeit 
von 98% 11 Tage lang inkubiert. 

15 Die Antik5rper zeichnen sich aus durch ihre inhibierende 

Wirkung auf die TNF-Bindung an HL60-Zellen sowie durch ihre 
Bindung an Antigen im Filtertest gemSss Beispiel 1. 

Zum Nachweis der biologischen Aktivitat von anti- 
20 (TNF-BP)-Antik6rpern wurde f olgendermassen verfahren. 

5xl0 6 HL60-Zellen oder U937-Zellen wurden in vol IstMndigem 
EPMI 1640 Medium zusaramen rait aff ini tatsgereinigten 
monoklonalen anti-(TNF-BP)-Antikorpern oder 
Kontrollantikdrpern (d.h. solchen, die nicht gegen TNF-BP 
25 gerichtet sind) in einem Konzentrat ionsbereich von 

1 ng/ml bis 10 ug/ml inkubiert. Nach einer Stunde 
Inkubation bei 37°C wurden die Zellen durch Zentrif ugation 
gesammelt und rait 4.5 ml PBS bei 0°C gewaschen. sie wurden 
in 1 ml vol lstandigem RPMI 1640 Medium (Beispiel 2), das 

125 6 

30 zusatzlich 0.1% Natriumazid und I-TNF (10 cpra/ml) 
(s.o.) enthielt. resuspendiert . Die spezifische 
RadioaktivitSt betrug 700 Ci/mmol. Die Zellen wurden 

2 Stunden bei 4°C inkubiert, gesammelt und 4 mal mit 4.5 ml 
PBS das 1% BSA und 0.001% Triton X 100 (Fluka) enthielt bei 



35 0°C gewaschen. Die an die Zellen gebundene Radioaktivitat 
wurde in einem Y-Scintillationszahler gemessen. In einem 
vergleichbaren Experiment wurde die zellgebundene 
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RadioaktivitSt von Zellen, die nicht mit anti-(TNF-BP)- 
Antik5rpern behandelt worden waren, bestimmt (ungefShr 
10 000 cpm/5xl0 6 Zellen). 

5 Beispiel 4 

Af f initatschromatographie 

Ftir die weitere Reinigung wurden jeweils ein gemSss 

10 Beispiel 3 erhaltenec monoklonaler anti-(TNF-BP)-Antikdrper 
(2,8 mg/ml Gel), TNFa (3,0 mg/ml Gel) und 
RindecBecumalbumin (BSA, 8,5 mg/ml Gel) gemSss den 
Vorschriften des Herstellers kovalent an CNBr-aktivier te 
Sepharose 4B (Pharmacia, Uppsala, Schweden) gekoppelt. Dec 

^5 gem§ss Beispiel 2 erhaltene Zellextrakt wurde Ubet die so 
hergestellten und in dec folgenden Reihenfolge 
hintereinandergeschalteten SSulen geleitet: 
BSA-Sepharose-VorsSule, tmmunaf finite tssaule 
[Anti-(TNF-BP)-Antikorper ] , TNFa-Ligand-Af f initatssaule. 

20 Nach vollstSndigem Auftrag wurden die beiden letztgenannten 
saulen abgetrennt und einzeln tilt sich mit je 100 ml der 
folgenden Puf f er Ifisungen gewaschen: (1) PBS, l.o% Triton 
X-100, 10 mM Benzamidin, 100 E/ml Aprotinin; (2) PBS, 0.1% 
Triton X-ioo, 0.5M NaCI, 10 raM ATP, 10 mM Benzamidin, 

25 100 E/ml Aprotinin; und (3) PBS, 0.1% Triton x-100, 10 mM 
Benzamidin, 100 E/ml Aprotinin. Sowohl die tmmun- als auch 
die TNFa-Ligand-Af f initatss^ule wurden dann mit 100 mM 
Glycin pH 2.5, 100 mM NaCl, 0.2% Decylma Itos ide , 10 mM 
Benzamidin, loo E/ml Aprotinin jede ftir sich eluiert. Die im 

30 Filtertest gem3ss Beispiel 1 aktiven Fraktionen jeder SSule 
wurden danach jeweils vereint. und mit 1M Tcis pH 8.0 
neutralisiert . 

Die so vereinten TNF-BP-aktiven Fraktionen der 
35 Iramun-Af f initcitschromatographie einerseits und der 

TNFa-Ligand-Af f ini tatschroma tographie andererseits wurden 
zur weiteren Reinigung nochmals auf je eine kleine 
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TNFa-Ligand-Af finitatssaule aufgetragen. Danach wurden 
diese beiden SSulen mit je 40 ml von (l) PBS, 1.0% Triton 
X-100, 10 mM Benzamidin, 100 E/ml Aprotinin, (2) PBS # 0.1% 
Triton X-100, 0.5M NaCl, 10 mM ATP, lOmM Benzamidin, 

5 100 E/ml Aprotinin, (3) PBS, 0;1% Triton X-100, (4) 50 mM 
Tris pH 7.5, 150 mM NaCl, 1.0% NP-40, 1.0% Desoxycho la t , 
0.1% SDS, (5) PBS, 0.2% Decylmaltosid gewaschen. 
Anschliessend wurden die SMulen mit 100 mM Glycin pH 2.5, 
100 mM NaCl, 0.2% Decylmaltosid eluiert. Fraktionen von 

10 0-5 ml von jeder SSule wurden fUr sich gesammelt und die 
gemSss Filtertest (Beispiel 1) alctiven Fraktionen von jeder 
SSule jeweils £Ur sich vereint und in einer 
Centricon-Einheit (Ami con, Molekulargewichts-Ausschluss 
10 1 000) auf konzentrier t . 

15 

Beispiel 5 

Auftrennunq mittels HPLC 

20 Die gemSss Beispiel 4 erhaltenen aktiven Fraktionen 

wurden gemSss ihrer unterschiedlichen Herkunft (Immun- bzw. 
Ligand-Af f iriitatschromatographie) jeweils flir sich auf C1/C8 
Umkehrphasen-HPLC-saulen (ProRPC, Pharmacia, 5x20 mm), die 
mit 0.1% Trif luoressigsSure, 0.1% Octylglucosid equilibriert 

25 worden waren, aufgetragen. Die SMulen wurden dann mit einem 
linearen Acetonitr il-Gradienten (0-80%) im gleichen Puffer 
bei einem Fluss von 0.5 ml/min eluiert. Fraktionen von 
1.0 ml wurden von jeder SSule gesammelt und die aktiven 
Fraktionen von jeder SSule ftir sich vereint (Nachweis gemSss 

30 Beispiel 1). 

Beispiel 6 
Auftrennunq mittels SDS-PAGE 



35 

Die gemass Beispiel 5 erhaltenen und gemSss Filtertest 
(Beispiel 1) aktiven Fraktionen wurden durch SDS-PAGE gemass 
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[34] weiter aufgetrennt. Dazu wurden die Proben in 
SDS-Probenpuf f er wMhrend 3 Minuten auf 95°C erhitzt und 
anschliesaend auf einem 12% Acrylamid-Trenngel mit einem 
5%igen Sammelgel elektrophoretisch aufgetrennt. Als Referenz 
5 zur Bestimmung der scheinbaren Molekulargewichte auf dem 
SDS-PAGE Gel wurden die folgenden Eichproteine verwendet: 
Phosphorylase B (97.4 kD), BSA (66.2 kO) , Ovalbumin (42.7 
kD), Carboanhydrase (31.0 kD) , Soya Trypsin-lnhibitor (21.5 
kD) und Lysozym (14.4 kD) . 

10 

Unter den genannten Bedingungen wurden fUr Proben, die 
gemMss Beispiel 4 durch TNF-a-Ligandenaf f initats- \ 
chromatographie von Imraunaf f initatschromatographieeluaten 
erhalten und durch HPLC gemMss Beispiel 5 weiter aufgetrennt 

15 worden waren, zwei Banden von 55 kD und 51 kD sowie drei 

schwSchere Banden von 38 kD, 36 kD und 34 kD erhalten. Diese 
Banden wurden in einem Mini Trans Blot System (BioRad, 
Richmond, California, USA) elektrophoretisch wShcend 1 
Stunde bei 100 V in 25 raM Tris, 192 mM Glycin, 20% Methanol 

20 auf eine FVDF-Merabran (Immobilon, Millipore, Bedford, Mass. 

USA) transfer iert. Danach wurde die PVDF-Membran entweder 

mit 0,15% Serva-Blau (Serva, Heidelberg, BHD) in 

Methanol/Was6er/Eisessig (50/40/10 Volumentei le) auf Protein 

gefMrbt Oder mit entfettetem Milchpulver blockiert und 

25 anschliessend zum Nachweis von Banden mit TNF-BP-Aktivitat 
125 

mit I-TNF gemSss den in Beispiel 1 beschr iebenen 

Fiitertestbedingungen inkubiert. Dabei zeigte sich, dass 

alle in der Proteinf arbung zur Darstellung gelangten Banden 

spezifisch TNFa banden. Alle diese Banden banden im 

30 Western Blot nach Towbin et al. [38J auch den gemSss 

Beispiel 3 hergestellten monoklonalen AntikSrper v Dabei 

wurde ein gemSss dem in Beispiel 1 beschr iebenen Verfahren 
125 

mit Na I radioaktiv markierter, af f initatsgereinigter 
(Mausimmunglobul in-Sepharose-4B- Affinity tssaule) 
35 Kaninchen-anti-Maus-lmmunoglobulin-Antik5rper zum 

autoradiographischen Nachweis dieses Antik5rper6 eingesetzt. 
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Proben, die gemMss Beispiel 4 durch zweimalige 
TNF-a-Ligandenaf f initMtschromatographie des Durchlaufs dec 
Immunaf f initMtschromatographie erhalten und durch HPLC 
gemMss Beispiel 5 weiter aufgetrennt worden waren, zeigten 
untec den oben spezif izierten SDS-PAGE- und 
Blottransfer-Bedingungen zwei zusMtzliche Banden von 75 kD 
und 65 kD, die beide im Filtertest (Beispiel 1) spezifisch 
TNF banden. 1m Western Blot gemMss Towbin et al. (s.o.) 
reagierten die Pcoteine dieser beiden Banden nicht mit dem 
gemMss Beispiel 3 hergestellten Antik5rper. Sie reagierten 
allerdings mit einem monoklonalen Antikdrper, der ausgehend 
von der 75 kD-Bande erzeugt worden war. 



15 



Beispiel 7 



AminogMuresequenzanalyse 



Zur AminosMuresequenzanalyse wurden die gemass 
Beispiel 5 erhaltenen und gemass Filtertest (Beispiel 1) 

20 aktiven Fraktionen mittels der in Beispiel 6 beschr iebenen. 
nun jedoch. reduzierenden, SDS-PAGE Bedingungen 
(SDS-Probenpuf f er mit 125 mM Dithiothrei tol ) aufgetrennt. Es 
wurden die gleichen Banden wie gemMss Beispiel 6 gefunden, 
die allerdings auf Grund der reduzierenden Bedingungen der 

25 SDS-PAGE im Vergleich zu Beispiel 6 alle urn etwa 1-2 kD 
tiohere Molekulargewichte zeigten. Diese Banden wurden dann 
gemMss Beispiel 6 auf PVDF-Membranen tibertcagen und mit 
0.15% Secva-Blau in Methanol/Wasser/ Eisessig (50/40/10 
Volumenteile) wMhrend l Minute gefMrbt, mit 

30 Methanol/Wasser/Eisessig (45/48/7 Volumenteile) entfMrbt, 
mit wasser gespttit, luf tgetrocknet und danach 
ausgeschnitten. Bei sMmtlichen Schritten wurden zur 
Vermeidung von N-terminaler Blockierung die von Hunkapiller 
[34] angegebenen Bedingungen eingehalten. So vorbereitete 
- 35 — P"t VBteTnaru^ a ut o ma tTsi e r ten 

Gasphasen-Mikrosequenzier-GerMt (Applied Biosystems Modell 
470A, ABI. Foster City, Calif., USA) mit einem on-line 
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nachgeschalteten automatisier ten HPLC 

PTH-Aminosauceanalysatoc (Applied Biosystems Modell 120, ABI 
s.o,) sequenziect, wobei die folgenden AminosMuresequenzea 
bestimrat wucden: 

5 

1., Ftir die B5 kD-Bande (geraass nichtceduziecendec SDS-PAGE): 
Leu-Val-Pco-His-Leu-Gly-Asp-Acg-Glu-Lys-Acg-Asp-Sec-Val- 
Cys-Pco-Gln-Gly-Lys-Tyc-I le-His-Pco-Gln-X-Asn-Sec-lle, 
wobei X fUc einen AminosSucecest ateht, der nicht 
10 bestimrat werden konnte. 

2., FUc die 51 kD und die 38 kD-Banden (gemM66 
nichtceduziecendec SDS-PAGE) : 
Leu-Val-Pco-His-Leu-Gly-Asp-Acg-Glu 

15 

3. # FUc die 65 kD-Bande (gemass nichtreduziecendet SDS-PAGE ) : 
Bei dec N-tecminalen Sequenziecung dec 65 kD Bande 
vurden bis zum 15. Rest ohne Untecbcechung zwei 
parallele Sequenzen ecmittelt. Da eine dec beiden 
20 Sequenzen einec Teilsequenz des Ubiquitins [36,37] 

entsptach, wucde €Ur die 65 kD-Bande die tolgende 
Sequenz abgeleitet: 

Leu-Pco-Ala-Gln-Val-Ala-Phe-X-Pco-Tyc-Ala-Pco-Glu-Pco-Glj^ 

wobei X fUc einen AminosSucecest steht, dec nicht 
bestimmt wecden konnte. 



25 



30 



Beispiel 8 

Bestimmunq von Basen-Sequenzen von komplementacec DNA (cDNA) 



Ausgehend von dec AminosMucesequenz gemMss Formel I 
wucden untec BecUcksichtigung des genetischen Codes zu den 
35 Aminosaucece6ten 2-7 und 17-23 entspcechende. voLl6tMndig 
degeneciecte Oligonucleotide in geeignetec Komplementaritat 
synthetisiect ("sense" and "antisense" oligonucleotide). 
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Totale zellulSre RNA wurde aus HL60-2ellen isoliert [42, 
43], und der erste cDNA-Strang durch oligo-dT- 
Priming Oder durch Priming mit dem "antisense" 
Oligonucleot id mittels eines cDNA-Synthese-Kits (RPN 1256, 
Amersham, Amersham, England) gem£ss der Anleitung des 
Herstellers synthetisiert . Dieser cDNA-Strang und die beiden 
synthetisier ten degener ierten Oligonucleotide wurden in 
einer Polymerase-Kettenreaktion (PCR Perkin Elmer Cetus, 
Norwalk, CT, USA gen&ss Anleitung des Herstellers) dazu 
vecwendet, die fUr die AminosMure-Reste 8-16 (Formel I) 
codierende Basesequenz als cDNA-Fragraent zu synthet is ieren. 
Die Basensequenz dieses cDNA-Fragraentes lautet: 5 1 -AGGGAG- 
AAGAGAGATAGTGTGTGTCCC- 3 1 . 
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Patentansprtiche 

1. Nicht 15sliche Proteine und 15sliche Oder nicht- 
15sliche Fcagraente davon, die TNF binden, in homogener Form, 

5 sowie deren physiologisch vertrMgliche Salze. 

2. Pcoteine gemSss Anspruch 1, die durch 
Molekulargewichte gemSss SDS-PAGE unter nichtreduzierenden 
Bedingungen von etwa 55 kD und 75 kD charakter isiert sind. 



10 



15 



3. Pcoteine gem^ss einem der Ansprtiche 1 und 2, die 
wenigstens eine der f olgenden Aminosauresequenzen enthalten: i 

Leu-Val-Pro-His-Leu-Gly-Asp-Arg-Glu-Lys-Arg-Asp-Ser-Val-Cys- 
Pco-Gln-Gly-Lys-Tyr-I le-His-Pro-Gln-X-Asn-Ser-Ile 

(I) 



bzw. 



20 Leu-Pro-Ala-Gln-Val-Ala-Phe-X-Pro-Tyr-Ala-Pco-Glu-Pco- 

Gly, (II) 
wobei X flic einen nicht bestimmten Aminos^urerest steht. 

4. Ein Verfahren zuc Isolierung eines Proteins gemSss 

25 einem dec Anspctlche 1-3, dadurch gekennzeichnet , dass man im 
wesentlichen die folgenden Reinigungsschr itte nacheinandec 
ausfilhct: Herstellung eines Zel lextraktes , 

immunaf f initMtschromatogcaphie und/oder ein- Oder mehrfache 
Ligandenaff initatschcomatogcaphie, HPLC und preparative 
30 SDS-PAGE. 

5. Phacmazeutische PcSparate, dadurch gekennzeichnet, 
dass sie eine Oder mehrece Vecbindung(en) gemass einem dec 
AnsprUche 1-3, geurtlnschtenf a lis in Kombination rait weiteren 

35 pharraazeutisch wirksamen Subtanzen und/odec nicht- toxischen, 
inecten, therapeut isch ver trMglichen Tr^gecmaterialien 
enthalten. 
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6. Verwendung einec Verbindung gemSse einera dec 
Ansprttche 1-3 zuc Herstellung phacmazeut ischer Praparate 
bzw. zur Behandlung von Krankheiten, bevoczugt solchen, bei 
denen TNF involviert ist. 



7. Gegen ein Protein gem3ss Ansprtiche 1-3 gerichtete 
Antikdcpec . 



15 



20 



25 
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